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(Tt) では，遺伝子操作系が確立されているので， in uiuo レベルでの機能の解析が可能である。ところで大腸菌
Escherichiα coli (Ec) では， RNA ポリメラーゼの α サフーユニットの C末端ドメイン (αCTD) が様々な蛋白質の活
性化因子と相互作用するとともに， UP エレメントとよばれる AT-rich な DNA 配列に作用して転写を活性化するこ
とが知られている。この αCTD の立体構造はすでに決定されているo そこで本研究では， Tt 由来の αCTD の立体
構造を解明し ， EcαCTD のそれと比較することで，構造生物学の観点から高度好熱菌における転写機構を研究する
ことを目的とした。
まず， TtHB8 のゲノム DNA から， RNA ポリメラーゼ α サブユニット遺伝子 (rpoA) および周辺の 5 つのリボゾー
ム蛋白質遺伝子を単離，同定した。これらの遺伝子のゲノム上での配置順序は rpl36-rps13-rpsll-rps4-rpoA-rpl17
であり，多くの真正細菌の場合と一致した。さらに， TtRNA ポリメラーゼ α サプ、ユニットをEcの T7 発現系で大量
発現させ，調製した。その熱安定性は Ec のものより高いことが， CD 測定で示された。
また ， Tt αCTD (85残基)に相当する遺伝子を，大腸菌での大量発現に適した塩基配列をもっ DNA として全合成
し， これを用いて Tt αCTD を大量発現することに成功した(13mg/l in LB 培地)。その熱安定性は Ec αCTD の
ものより高いことが， CD 測定で示された。ところで， EcαCTD には C末端にループ構造があるが， Tt αCTD には
これがなし」したがって EcαCTD における C末端ループの役割は，構造の安定化ではなく，転写の活性化のような
生物学的な機能に関与しているのであろう。さらに， 15N または 13C 均一ラベルされた Tt αCTD を NMR で解析し，
その立体構造を決定した。その構造は EcαCTD の立体構造と非常に似ている o しかし ， Tt αCTD と Ec αCTD の立
体構造における静電ポテンシャルの比較から ， Tt αCTD-DNA の相互作用のモードは Ec のものとは異なると予想さ
れる。最近の研究によると ， EcαCTD は UP エレメントの intrinsic bending を認識することが示唆されている。し
かし intrinsic bending が 750C という Tt の至適生育温度でも存在するかどうか疑問である。この点からも Tt αCTD­
DNA の相互作用のモードは Ec のものとは異なると思われるo このことを明らかにするには，高温下での Tt αCTD­
DNA の相互作用の実験が m uwo と in uitro で行われることが必要である。
A斗ゐ
論文審査の結果の要旨
和田崇君は高度好熱菌 Thermus thermophilus HB8 のRNA ポリメラーゼ α サブ‘ユニットの遺伝子 rpoA をクロー
ニングして，遺伝子上の位置，塩基配列を決定した。さらに α サフーユニットおよびその C 末端ドメイン (αCTD)
を発現させ， αCTD に関してその溶液内立体構造を NMR によって決定し，大腸菌のそれと比較し，機能との対応
を検討した。高温で成育する生物の機能的差異が，構造にも反映していることを示した点で，博士(理学)の学位論
文として十分価値あるものと認める o
